先天性角化不良（dyskeratosis congenital，DC）是一种罕见的先天性骨髓衰竭性疾病，其特征性临床表现为异常皮肤色素沉着、指（趾）甲角化不良、口腔黏膜白斑三联征[@b1]。DC患者常合并骨髓衰竭、肺纤维化、肝纤维化等多系统并发症，并具有肿瘤易感性[@b2]。骨髓衰竭是DC患者最常见的严重并发症和主要死亡原因[@b3]。端粒功能异常是DC的主要发病原因[@b4]，约60%的患者可检测到先天性角化不良基因1（dyskeratosis congenita 1，DKC1）、端粒酶RNA元件（telomerase RNA component，TERC）、端粒逆转录酶（telomerase reverse transcriptase，TERT）、端粒重复结合蛋白1作用因子2（TRF1-interacting nuclear factor 2，TINF2）等多种端粒相关基因突变[@b5]。现报告我中心近年来收治的8例伴骨髓衰竭DC患儿的临床特征及基因分析结果。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例及诊断标准：2010年9月30日至2015年9月30日在我院儿童血液病诊疗中心明确诊断为DC伴骨髓衰竭的8例患儿纳入研究。参照文献[@b3]标准对患儿进行诊断。本研究通过中国医学科学院血液病医院伦理委员会审核。所有患儿家长均知情同意。

2．基因检测：提取患儿外周血DNA\[天根生化科技（比较）有限公司TIANamp Blood DBA Kit血液基因组DNA提取试剂盒lot\#M1218\]。设计端粒相关的DKCl、TERC、TERT、TINF2、NOP 10(NOP 10 ribonucleoprotein）、NHP2（NHP2 ribonucleoprotein）、USB1（U6 snRNA biogenesis 1）、WRAP53（WD repeat containing, antisense to TP53）、CTC1（CTS telomere maintenance complex component 1）、端粒重复结合因子1（telomeric repeat binding factor 1, TRF1）、TRF2、TERF2IP (telomeric repeat binding factor 2 interacting protein）、端粒保护蛋白（protection of telomeres, POT1）、TINF2作用蛋白1(TIN2-interacting protein 1, TPP1）、TEN1（CST complex subunit）、OBFC1(oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold containing 1）共16个基因的全外显子及剪接位点目标序列捕获探针。利用美国Illumina公司HiSeq 2000测序仪进行测序并分析（由北京迈基诺基因科技有限责任公司完成）。

3．突变位点验证：提取患儿外周血DNA（方法同前），设计包含突变位点在内的引物，进行Sanger法测序（由北京迈基诺基因科技有限责任公司完成）。将测序结果与寡合苷酸多态性数据库（dbSNP）（<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP>）进行比对。

4．随访：每3\~6个月门诊复诊评估1次，随访截至2015年9月30日。失访1例，其余7例患儿中位随访时间为18(5\~52）个月。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：8例患儿来自无血缘关系的8个家族，其中男6例，女2例，中位发病月龄为42(15\~60）个月。8例患儿均存在不同程度骨髓衰竭，其中6例（例1、2、3、4、5、7）以一系或多系血细胞减少为首发表现。4例（例1、4、7、8）有典型的异常皮肤色素沉着、指（趾）甲角化不良、口腔黏膜白斑三联征表现。此外，4例患儿伴有其他系统异常：例3左心房、左心室增大；例4左眼视网膜脱落；例6阴茎发育不良；例7肺纤维化、左心房室增大伴肺动脉高压。除例1父亲为伴肺纤维化DC患者，其余7例患儿家族中均无上述症状者。8例患儿的临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 8例先天性角化不良伴骨髓衰竭患儿的临床特征

  例号    性别   发病月龄(月）   主要临床表现   初诊血常规   骨髓增生程度^a^               随访(月）                雄激素疗效                                             
  ------ ------ --------------- -------------- ------------ ----------------- ------------------------------------ ------------ ------ ----- ------- ----- ---------- ---- --------
  1        男         54              \+            \+             \+                          −                       4.14      0.38   127   102.0   59      减低     52    有效
  2        男         52              \+            −              \+                          −                       3.65      2.15   98    96.4    112     活跃     1     有效
  3        男         30              −             −               −                  左心房、左心室增大              5.44      1.35   74    104.2   32    重度减低   24   未应用
  4        女         48              \+            \+             \+                    左眼视网膜脱落                3.84      0.88   27    113.5    2    重度减低   18    有效
  5        女         15              −             \+              −                          −                       4.57      1.62   91    101.5   22      减低     19    无效
  6        男         29              −             \+              −                     阴茎发育不良                 2.91      0.49   69    111.4   16      活跃     18    有效
  7        男         36              \+                           \+          肺纤维化、左心房室增大伴肺动脉高压      1.26      0.51   15    121.6    4      减低     7     有效
  8        男         60              \+            \+             \+                          −                       4.23      1.73   111   95.5    46      活跃     5     无效

注：例1父亲诊断为先天性角化不良伴肺纤维化，其他患儿家族史无特殊。+：有；−：无；a：参照文献[@b6]标准评价骨髓增生程度；NEUT：中性粒细胞计数；MCV：红细胞平均体积；例2失访

8例患儿中6例（例3、4、5、6、7、8）初诊时存在不同程度的粒细胞、红细胞及血小板三系减少，1例（例1）表现为粒细胞及血小板减少，1例（例2）仅有贫血表现。初诊血常规（中位数）：WBC 3.99(1.26\~5.44）× 10^9^/L，中性粒细胞计数（NEUT）1.11（0.38\~2.15）× 10^9^/L，RBC 2.45（0.37\~3.56）× 10^12^/L，HGB 82.5(15\~127) g/L, PLT 27(2\~112）×10^9^/L。6例患儿（例1、3、4、5、6、7）的红细胞平均体积（MCV）大于正常。骨髓象：6例（例1、3、4、5、6、7）有核细胞增生减低或重度减低（以巨核减少为主的不同程度三系减少），骨髓小粒细胞面积\<40%且以非造血细胞为主；例3偶见双核红细胞及H-J小体；例7粒系胞质内颗粒粗大，红系可见胞间桥、核出芽和H-J小体。3例（例3、4、7）行造血干祖细胞体外集落形成实验，均表现为红系爆式集落形成单位（BFU-E）、红细胞集落形成单位（CFU-E）以及粒-巨细胞集落形成单位（CFU-GM）三种克隆形成数目明显减少。

2．基因分析：8例患儿共检出位于3个基因的7种突变（[表2](#t02){ref-type="table"}）：DKC1基因突变2种（例2、7、8），TINF2基因突变4种（例1、3、4、5），TINF2合并TERT突变1种（例6）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。2种DKC1基因突变均为错义突变，其中例2为第10外显子c.961C\>A突变，例7、8为第11外显子c.1058C\>T突变。4种TINF2突变均发生在该基因第6外显子，其中例1为插入突变c.849delC，例3为错义突变c.844C\>T，例4为终止突变c.811C\>T，例5为错义突变c.862T\>A合并缺失突变c.871delA。例6检出TINF2基因错义突变c.848C\>A合并TERT基因错义突变c.1138C\>T。DKC1 c.961C\>A、TINF2 c.849delC、TINF2 c.871delA 3种突变未见文献报道。

###### 8例先天性角化不良伴骨髓衰竭患儿端粒相关基因突变位点及遗传方式

   例号   基因     外显子   碱基改变      父母突变位点验证  首次报道者
  ------ ------- ---------- ------------ ------------------ ------------------
    1     TINF2   外显子6   c.849delC         父方遗传      无
    2     DKC1    外显子10  c.961C\>A            −          无
    3     TINF2   外显子6   c.844C\>T            −          Walne等[@b7]
    4     TINF2   外显子6   c.811C\>T            −          Sasa等[@b8]
    5     TINF2   外显子6   c.862T\>A            −          Du等[@b9]
          TINF2   外显子6   c.871delA            −          无
    6     TINF2   外显子6   c.848C\>A            −          Walne等[@b7]
          TERT    外显子2   c.1138C\>T           −          Hartmann等[@b10]
    7     DKC1    外显子11  c.1058C\>T        新发突变      Knight等[@b11]
    8     DKC1    外显子11  c.1058C\>T        母方遗传      Knight等[@b11]

注：−：未检测

![8例先天性角化不良伴骨髓衰竭患儿端粒相关基因突变测序结果（箭头所示为突变位点）\
A：例1 TINF2基因突变c.849delC；B：例2 DKC1基因突变c.961C\>A；C：例3 TINF2基因突变c.844C\>T；D：例4 TINF2基因突变c.811C\>T；E：例5 TINF2基因突变c.862T\>A（黑色箭头）和c.871delA（红色箭头）；F：例6 TINF2基因突变c.848C\>A；G：例6 TERT基因突变c.1138C\>T；H：例7、8 DKC1基因突变c.1058C\>T](cjh-37-03-216-g001){#figure1}

例1、7、8患儿父母接受基因检测。例1与其确诊为DC的父亲（有三联征、肺纤维化，无骨髓衰竭）检出相同的TINF2突变；例7为新发突变，父母均无该突变；例8与母亲携带相同突变，由于DKC基因突变导致的DC为X连锁隐性遗传，该患儿母亲虽携带突变基因但为杂合子，目前表型正常。

8例DC伴骨髓衰竭患儿端粒相关基因突变位点见[表2](#t02){ref-type="table"}。

3．治疗及转归：8例患儿口服环孢素A治疗均无明显效果。7例患儿应用雄激素治疗，其中5例血常规指标有所改善、输血间期延长（[表1](#t01){ref-type="table"}），其中1例患儿（例4）指甲角化不良有所改善。

在7例完成随访的患者中，未见恶性肿瘤发生。1例（例4）发病后81个月死于重症感染。

讨论 {#s3}
====

1999年，DKC1基因的发现及其功能的研究首次阐明了DC的发病机制[@b12]--[@b13]。端粒及端粒酶功能缺陷是导致DC的主要原因。端粒是一种位于染色体末端，保持基因组完整性以及染色体稳定性的特殊结构。其由"TTAGGG"串联重复DNA序列以及端粒蛋白复合体（shelterin complex）组成。TINF2基因编码的蛋白质是构成端粒蛋白复合体的6种核心蛋白之一[@b14]。端粒的延长和维持所需要的端粒酶是一种核糖核蛋白，由端粒逆转录酶（TERT）、作为模板的RNA元件（TERC）以及DKC1、NOP10、NHP2等多种辅助核糖核蛋白构成[@b15]。上述多种基因突变在DC患者曾有报道[@b5]。本组8例DC患儿中DKC1基因突变3例，TINF2基因突变4例，TINF2合并TERT基因突变1例。通常DC患者骨髓衰竭发生在10\~20岁[@b3]。本组8例患儿的中位发病月龄仅为42(15\~60）个月，均有骨髓衰竭表现。本组病例TINF2基因突变具有以下特点：①TINF2基因突变集中于第6外显子，范围累及第271\~291位氨基酸。其中c.849delC导致第283位氨基酸后序列移码突变以及c.871delA导致第291位氨基酸后序列移码突变为首次报道。TINF2基因各种突变类型中，错义突变在突变种类及患者数量上均占首位，缺失移码突变在TINF2基因中非常少见[@b7]。本研究中新发现的这两种突变均为缺失移码突变，扩展了TINF2基因突变种类。更为特殊的是，例5检出2处TINF2基因突变，例6为TINF2基因合并TERT基因突变。TERT编码端粒逆转录酶催化亚基，在DC患者中纯合突变以及杂合突变均有发现[@b5]。TINF2基因合并TERT基因突变未见文献报道，其意义尚需进一步研究。②本研究中TINF2基因杂合突变DC患者有早现遗传现象。例1父子检出相同的TINF2基因突变（c.849delC, p.P283fs），目前患儿父亲有三联征及肺纤维化而无骨髓衰竭发生。相对而言，携带同样突变的子代患者则很早出现DC表现及骨髓衰竭。TINF2基因杂合突变DC患者早现遗传现象罕有报道[@b16]。本研究3例DKC1基因突变均为错义突变，其中突变（p.A353V）在X连锁隐性DC患者中出现频率可达40%[@b17]。

DC临床表现异质性大，角化不良、黏膜白斑等症状也易被忽视，部分患者早期以单纯骨髓衰竭起病而无其他DC表现。本研究8例患儿中6例以血细胞减少为首发表现而无三联征等DC特征表现。端粒相关基因的突变，尤其DKC1及TINF2突变的临床阳性预测值可高达90%[@b5]。因此，基因检测对DC的早期确诊尤为重要。

目前，雄激素是DC患者骨髓衰竭的主要治疗药物，反应率可达70%[@b18]。本组8例患儿中6例服用雄激素后血细胞减少有改善或输血间隔延长，其中1例指甲角化不良有所改善。异基因造血干细胞移植可治疗DC并发的骨髓衰竭，但成功率较低，且不能治疗其他并发症[@b19]。针对端粒途径的靶向药物及以诱导多能干细胞技术为基础的细胞治疗为DC的治疗带来新的希望[@b20]--[@b21]。
